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VerofTeiitUclit 

Mit imernationalem Recherchenbericht, 



(54) rule: BACTERIA USED TO PRODUCE STABLE FUSION PROTEINS AND METHOD FOR THEIR IDENTIHCATION 

(54) Bezeichnung: BAKTERIEN ZUR HERSTELLUNG STABILER FUSIONSPROTEINE UND VERFAHREN ZU DEREN NACH- 
WEIS 



(57) Abstract 

The invention pertains to bacteria used to produce stable 
fusion proteins from a carrier protein and a passenger protein, with 
the bacteria having the genetic marker fjpt. Having this genetic 
marker allows a better production of protein fusions, which have a 
destabilizing effect on bacteria. In particular, the invention pertains 
to bacteria used to produce fusion proteins where the fusion protein 
is presented stably on the surface and the bacteria have the genetic 
markers ompT and dsbA* in addition to the marker fpt. The invention 
also pertains to methods for identifying bacteria which on their surface 
present heterologous proteins with an affinity to a bonding partner and 
methods for constructing vectors coding for these proteins. Finally, 
the invention pertains also to bacteria which present subly at least 
one fusion protein on their surface and have the genetic markers 
fpt, ompT and dsbA% and to their use, for example, for diagnostic 
purposes. 
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Die vorliegcnde Erfindung betrifft Bakterien zur Herstellung 
von stabilen Fusionsproieinen aus einem Tragerprotein und einem 
Passagierprotein, wobei die Bakterien den gcnetischen Marker fpt 
aufwcisen. Der Besitz dieses genetischen Markers erlaubt die 
verbessertc Herstellung von auf Bakterien destabilisierend wirkendcn 
Proieinfusionen. Insbesonderc betrifft die vorliegcnde Erfindung 
Bakterien zur Herstellung von Fusionsproteinen, bei denen das Fusionsprotein stabil auf der OberflSche prasentiert wird und die Bakterien 
neben dem genetischen Marker fpt die Marker ompT* und dsbA" aufweisen. Die vorliegcnde Erfindung betrifft auBerdem Verfahren zur 
Identifizierung von Bakterien. die heterologe Proteine mit einer AffinitSt zu einem Bindungspartncr auf ihrer Oberflache prasentieren und 
Verfahren zur Konsirukiion von diese Proteine codierenden Vcktoren. Die vorliegcnde Erfindung betrifft schlieBlich auch Bakterien, die auf 
ihrer Oberflache stabil mindestens ein Fusionsprotein prSsentieren und die genetischen Merkmale fpt, ompT" und dsbA" aufweisen sowie 
deren Verwendung beispielsweise fiir diagnostische Zwecke. 
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Balcterien zur Herstellung stabiler Fusionsproteixxe und 
verf ahren zu deren Nachveis 



Die vorliegende Erfindung betrifft Bakterien zur Herstellung 
von stabilen Fusionsproteinen aus einem Tragerprotein und 
einem Passagierprotein, wobei die Bakterien den genet ischen 
Marker fpt aufweisen. Der Besitz dieses genetischen Markers 
erlaubt: die verbesserte Herstellung von auf Bakterien 
destabilisierend wirkenden Proteinf usionen . Insbesondere 
betrifft die vorliegende Erfindung Bakterien zur Herstellung 
von Fusionsproteinen^ bei denen das Fusionsprotein stabil auf 
der Oberflache prasentiert wird und die Bakterien neben dem 
genetischen Marker fpt die Marker ompT^ und dsbA"" aufweisen. 
Die vorliegende Erfindung betrifft auBerdem Verfahren zur 
Identif izierung von Bakterien^ die heterologe Proteine mit 
einer Aff initat zu einem Bindungspartner auf ihrer Oberflache 
prasentieren und Verfahren zur Konstruktion von diese Proteine 
codierenden Vektoren, Die vorliegende Erfindung betrifft 
schlieBlich auch Bakterien, die auf ihrer Oberflache stabil 
mindestens ein Fusionsprotein prasentieren und die genetischen 
Merkmale fpt, ompT" und dsbA*" aufweisen sowie deren Verwendung 
beispielsweise fur diagnostische Zwecke. Insbesondere erlaubt 
das erf indungsgemaBe Verfahren beispielsweise die Produktion 
von Proteinf usionen, die sich aus Anteilen schwerer und 
leichter Antikorperdomanen und des Transportproteins IgaB 
zusammensetzen, und deren Export durch die bakterielle 
Zellhiille. In einer spezifischen Ausfiihrungsf orm wird 
letztlich die Prasentation bindungsaktiver rekombinanter 
Ant ikorperf usionen auf der Bakterienoberf lache von Escherichia 
coli Zellen moglich. 

Ein grundlegendes Phanomen biologischer Systeme sind 
spezifische Wechselwirkungen zwischen Rezeptormolekulen und 
liiganden. Selbst auBerordentlich komplexe Vorgange in 
hochentwickelten Organismen lassen sich auf einfache 
molekulare Interaktionen reduzieren und konnen auf dieser 
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Ebene analysiert und wirkungsvoll beeinfluflt werden. Die 
Spezifitat solcher Wechselwirkungen driiclct sich in der 
Affinitat zwischen den beteiligten Biomolekulen aus, d-h. der 
zwischen Rezeptoren und Liganden auftretenden Bindungskrafte. 

Um biologische Prozesse gezielt untersuchen und 
manipulieren zu konnen, ist es notwendig fur 

unterschiedlichste Rezeptoren und Liganden passende Analoga 
mit definierten Bindungseigenschaf ten herzustellen. Zu diesem 
Zweck werden kunstliche Systeme entwickelt, lait denen 
einerseits auf einfachem Wege die Herstellung einer Vielzahl 
von Rezeptor- oder Ligandenstrukturen und andererseits die 
Auslese und gezielte Venaehrung von Molekulen init definierten 
Bindungseigenschaf ten inoglich ist. Solche Systeme, in denen 
mit evolutionsahnlichen Mechanismen Biomolekule mit 
definierten Eigenschaf ten gewonnen werden konnen, lassen sich 
auf unterschiedliche Weise verwirklichen. Eine Strategic, die 
sich eng an Prinzipien lebender Systeme, wie z. B. an das 
Prinzip der klonalen Selektion im Immunsystem von Saugern 
anlehnt, besteht in der Kopplung eines auf der Zelloberf lache 
prasentierten Biomolekvils in Form der codierenden genetischen 
Information mit dem Vermehrungsapparat lebender Zellen- Die 
Zellen iibemehmen hierbei nicht nur die Aufgabe der Produktion 
strukturell variabler Biomolekule sondern ermoglichen auch die 
Auslese geeigneter Molekule durch die ■ Prasentation der 
Biomolekule auf der Zelloberf lache und im Rahmen ihrer 
Zellteilung auch die Vermehrung der zugrundeliegenden 
genetischen Information. 

Die materiellen Grundlagen eines solchen Systems bilden 
sowohl die Produzentenzellen als auch die genetische 
Information, worin der Bauplan eines Biomolekiils vorgegeben 
wird. Die Produzentenzellen mussen vermehrungsf ahig und 
gleichzeitig befahigt sein, heterologe genetische Information 
auszupragen und die entsprechenden. Biomolekule zuganglich auf 
ihrer Oberf lache zu prasentieren. Idealerweise sind sie 
einfach genetisch zu manipulieren, physikalisch-chemisch und 
genetisch stabil und anspruchslos bezuglich ihrer 
Wachstumsbedingungen. Ein geeigneter Mikrorganismus , der diese 



ERSAT7BL/ffT(REGEL26) 



wo 95/17509 PCT/EP94/04286 

-3- 

Bedingungen erfiillt, ist Escherichia coli. Als Biomolekiile 
koxnmen vorzugsweise Proteine in Betracht. Die zugrundeliegende 
genet ische Information kann sich von wenigen Codons bis zu 
inehreren Genen erstrecken, abhangig davon, ob ein kurzes 
Peptid, ein Protein oder ein aus inehreren Proteinmolekiilen 
bestehender Rezeptor kodiert wird. Mit den gangigen 
molekularbiologischen Methoden kann eine Vielzahl von 
Proteinvarianten auf der genetischen Ebene erzeugt und die 
Auspragung der heterologen Information nach Einbringung in die 
Produzentenzellen ermoglicht werden. 

Wie oben bereits angefuhrt^ ist eine wesentliche Voraus- 
setzung fiir das Funktionieren eines zellularen 
Selektionssystems die Presentation betreffender 

Proteinmolekule auf der Zelloberf lache. Die Zuganglichkeit fiir 
potentielle Bindungspartner muB gewahrleistet sein und die 
Bindungseigenschaften durfen durch zellulare Determinanten 
nicht beeintrachtigt werden. In Escherichia coli wurden 
verschiedene Systeme zur Prasentation rekombinanter Proteine 
bearbeitet. Das Hauptmerkmal dieser Systeme ist die Verwendung 
von Proteinfusionen und der, zugrundeliegenden Genfusionen. 
Neben den Proteinanteilen, die eine betreffende Rezeptor- Oder 
Ligandenstruktur beinhalten, enthalten die Fusionen 
Tragerproteinanteile. Die Trageranteile ermoglichen den Export 
der Proteinfusionen vom Cytoplasma iiber die beiden 
Zellmembranen von E. coli und ihre Verankerung in der auBeren 
Membran • 

Die Auspragung von Genfusionen in rekombinanten Zellen 
wie E. coli wird haufig von Problemen begleitet und ist in 
manchen Fallen nicht moglich. Zwei Griinde konnen in diesem 
Zusammenhang angefuhrt werden: Einerseits kann die Bildung von 
Proteinfusionen speziell im Zusammenhang mit Membrantransport- 
prozessen zur Beeintrachtigung der Lebens- und 
Vermehrungsfahigkeit der Zellen fuhren. Als Folge werden aus 
einer Population rekombinanter Zellen Mutanten selektioniert , 
die keine oder eine verringerte Expression der Genfusionen 
zeigen. Ein bekanntes Beispiel fiir dieses Problem bilden 
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Fusionen von Anteilen schwerer Iminunglobulinketiten mit 
Tragerproteinanteilen aus dem Protein A (Pliickthun et al., 
Cold Spring Harbor Symposia 52 (1987), 105-112). Das andere 
haufig zu beobachtende Problem ist die Instabilitat der 
proteinfusionen nach ihrer Produktion- In diesem Zusammenhang 
sind insbesondere die Sensitivitat rekombinanter Proteine 
gegenuber Proteasen und die unnaturlichen 

Faltungseigenschaften solcher Proteinfusionen von Bedeutung. 
Um dennoch auch solche kritischen Proteinfusionen produzieren 
zu konnen, ist es notwendig, durch gezielte Veranderungen den 
genet ischen Hintergrund der Produzentenzellen den 

Erfordernissen anzupassen. Die Verwendung von Zellen mit 
verringerter Proteaseaktivitat ist nur ein Beispiel. 

Fiir die Prasentation rekombinanter Proteine auf der 
Zelloberflache wurden verschiedene Systeme verwendet. Den 
Transport von Proteinfusionen durch die innere Membran 
ermoglicht ein Signalpeptid am Aminoende wahrend andere 
Anteile die Einlagerung und Verankerung in der auBeren Membran 
ubernehmen. Als Trageranteile wurden in vielen Fallen Proteine 
der auBeren Membran von E- coli, wie z. B. LamB (Charbit et 
al., EMBO J. 5 (1986), 3029-3037), PhoE (Agterberg et al . , 
Gene 88 (1990), 37-45) und OmpA (R. Freudl, Gene 82 (1989), 
229-236) verwendet. Die Anwendungsmoglichkeiten sind in diesen 
Fallen jedoch stark eingeschrankt da zusatzliche 
Proteinsequenzen nur in oberf lachenexponierten Schlaufen 
integriert werden konnen. Einerseits wird dadurch die Larige 
zusatzlicher Proteinsequenzen limitiert und andererseits 
werden diese auf beiden Seiten durch Tragerproteinsequenzen 
eingerahmt, wodurch sowohl Amino- als auch Carboxylende dieser 
Sequenzen topologisch fixiert sind- Fusionen mit Anteilen des 
Peptidoglykan assoziierten Lipoproteins (PAL) fiihren zwar zum 
Transport zur auBeren Membran, eine Prasentation nativer 
Proteinsequenzen auf der Oberf lache von E. coli wird dadurch 
jedoch nicht erreicht (Fuchs et al., Bio/Technology 9 (1991), 
1369-1372) . Ein System mit dem of f ensichtlich eine 
Oberf lachenprasentation auch groBerer Proteine in E. coli 
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durchgefuhrt werden kann basiert auf Fusionen mit Anteilen aus 
Lpp und OmpA. Proteinsequenzen, die an das Carboxylende einer 
solchen Lpp-OmpA Fusion angehangt werden, sind nach dem Export 
auf der Oberflache rekombinanter E. coli Zellen zuganglich 
(Francisco et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89 (1992), 2713- 
2717) . Die topologische Fixierung des Aminoendes der zu 
prasentierenden Proteinsequenzei) an die membranverankernde 
OmpA-Sequenz kann sich negativ auswirken, vor allem in Fallen 
in denen ein freies Aminoende aus funktionellen Griinden 
notwendig ist • 

Eine besondere Stellung bei der Verwendung von E- coli 
zur Prasentation von Proteinen nehmen Fusionen mit der 
Transportdomane des IgA-Proteasevorlauf ers Igafi ein (Klauser 
et al., EMBO J. 9 (1990), 1991-1999). Mit diesem 
Transportsystem lassen sich selbst groBe Passagierproteine an 
die Oberflache von E. coli Zellen befordern, wenn sie am 
Aminoende mit einem Signalpeptid und am Carboxylende mit der 
IgaB-Domane oder mit Teilen dieser Domane fusioniert werden. 
Im Gegensatz zu dem oben angefuhrten Lpp-OmpA-System verfiigen 
die mit Hilfe von IgaB (Membrananker) prasentierten Proteine 
iiber ein freies Aminoende wahrend das Carboxylende mit dem 
Membrananker (IgaB) verbunden ist. Ein wichtiger Faktor, der 
die Verankerung von IgaB-Fusionen auf der Oberflache von E. 
coli Zellen beeinfluBt, ist die OmpT-Protease , ein Protein das 
in der auBeren Membran lokalisiert ist. Ihre zur Oberflache 
der Bakterien gerichtete Aktivitat fuhrt zur Spaltung von 
IgaB-Fusionen und damit zur Abkopplung prasentierter 
Passagierproteine (Klauser et al., EMBO J. 11 (1992), 2327- 
2335) • Durch diese Aktivitat wird die physische Kopplung von 
Bindeeigenschaften der Passagierproteine mit dem 

Vermehrungsapparat der Zellen unterbunden. Eine Selektion der 
Produzentenzellen ist somit ausgeschlossen. Dieser Effekt kann 
durch die Verwendung von OmpT-negativen E. coli Wiirtszellen 
umgangen werden. 

Verfahren zur Oberf lachenprasentation von Proteinen in E. 
coli sind bei der Suche und Manipulation von Polypeptiden mit 
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therapeutischer und diagnostischer Anwendbarkeit von 
besonderer Bedeutung. Die umf angreichen Erkenntnisse auf den 
Gebieten der Immunologie und Zellbiologie haben eine Vielzahl 
von Proteinen als potentielle Kandidaten identif iziert . Eine 
Proteinfamilie, der in diesem Zusaramenhang groBe 
Aufmerksamkeit zuteil wird, sind die Immunglobuline. Die 
Herstellung von Immunglobulinen mit rekombinanten Methoden hat 
in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung gewonnen. 
Interessant ist in diesem Zusammenhang vor allem die 
Moglichkeit, ganze Antikorperbanken in Mikroorganismen zu 
etablieren mit der Moglichkeit, geeignete Antikorper neu zu 
generieren, zu modif izieren, zu selektieren und zu vennehren. 

Zum gegenwartigen Stand der Forschung stellt die 
Prasentation von Antikorperf ragmenten auf der Oberflache von 
filamentosen bakterionphagen (fd) das am besten entwickelte 
System dar. Die Antikorperf ragmente liegen hierbei in Form von 
Proteinfusionen mit den Phagen-Hullproteinen g3p oder g8p vor. 
In • beiden Fallen ist es moglich, aus einer Population 
rekombinanter Phagen, solche zu selektionieren, die eine 
gewunschte, durch das oberf lachenprasentierte 

Antikorperfragment gegebene Spezifitat besitzen (Winter and 
Milstein, Nature 349 (1991) , 293-299) . Ein entscheidender 
Nachteil der Verwendung von Phagen als Trager von 
Antikorperf ragmenten gegenuber Bakterienzellen ist, daB Phagen 
nicht selbst replizieren sondem Wirtsbakterien benotigen, die 
erst ihre Vermehrung gewahrleisten. Die Gewinnung von Phagen 
mit gewunschten Bindungseigenschaften erfordert daher 
aufwendige Zyklen von Selektion (Auswahl) und Infektion 
(Phagen-Vermehrung) . Dieser Nachteil tritt bei der Verwendung 
ganzer Bakterienzellen als Trager rekombinanter 

Antikorperf usionen nicht in Erscheinung. Ein auf dem Phagen 
Lamba beruhendes Verfahren zur Identif izierung rekombinanter 
Antikorper erlaubt hingegen keine Selektion von Spezifitaten 
sondem erfordert aufwendige Screening-Prozeduren (Lerner et 
al. , Science 252 (1991), 659-667). 
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Wie kaum ein anderes System sind die IgaB-Domane oder C- 
-terminale Anteile dieser Domane als Membrananker zur 
Prasentation rekombinanlier Antikorperdomanen auf der 
Oberflache gramnegativer Bakterien wie E. coli, Salmonellen 
und Neisserien pradestinieirt . Gegeniiber den oben beschriebenen 
Phagensyst:emen zeichnet sich ein bakterielles System durch die 
direkte Kopplung funktioneller , an der Oberflache 
prasentierter Antikorper mit dem Vermehrungsapparat lebender 
Zellen aus. Auf der Ebene der Bakterien besteht neben der 
Moglichkeit zur direkten Selektion und Manipulation 
weitergehend die Moglichkeit, groBere Mengen funktioneller 
Antikorperfragmente zu gewinnen. Die Antikorperf ragmente 
konnen entweder aus dem Cytoplasma in Form von 
EinschluBkorpern (inclusion bodies) oder aus xiem Periplasma 
als losliches Protein gewonnen werden. Die im Periplasma 
vorliegenden Antikorperfragmente sind korrekt gefaltet, von 
daher biologisch aktiv und konnen direkt aus Fraktionen des 
Periplasmas gereinigt werden* Die im Cytoplasma vorliegenden 
EinschluBkorper bestehen aus denaturierten 

Antikorperfragmenten, die keine biologische Aktivitat zeigen. 
IJetztere erreicht man nach einfacher Aufreinigung der 
Antikorperfragmente durch De- und Renaturierung . Die 
rekombinanten Antikorperfragmente sind imstande. Antigen mit 
einer Affinitat zu binden, welche dem nativen 
Antikorpermolekiil gleichkommt . 

In Wirtsstammen tritt jedoch nach Transformation mit 
Plasmiden, die beispielsweise eine VH-IgaB Fusion auspragen, 
eine starke Instabilitat dieser Plasmide und Lyse der 
rekoiabinanten Bakterien auf. Ein identischer Phanotyp wurde 
von einer anderen Arbeitsgruppe in Zusammenhang mit dem Export 
einer Fusion zwischen einer VH-Domane und dem Protein A von 
Staphylococcus aureus beschrieben. Dieses Phanomen wird 
offenbar von der gestorten Signalpeptid-abhangigen Sekretion 
von VH-Domanen, die an eine Exoprotein-Determinante fusioniert 
sind , heirvorgeruf en . 
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Der vorliegenden Erfindung lag somit das technische 
Problem zugrunde, Bakterien bereitzustellen, die diese 
Nachteile nicht aufweisen, das heiBt, die allgemein eine 
erhohte Stabilitat bei der Expression eines aus eineni 
Tragerprotein und einem Passagierprotein gebildeten 
Fusionsprotein aufweisen. Die Losung dieses technischen 
Problems erfolgt durch die Bereitstellung der in den 
Anspruchen gekennzeichneten Ausf iihrungsf ormen. Es wurde 
uberraschenderweise f estgestellt , daB eine Moglichkeit, die 
Zell-destabilisiernde Wirkung von Fusionsproteinen zu 
verhindern, der Einsatz bestimmter Wirtszellen darstellt, 
den genetischen Marker fpt aufweisen. 



die 



somit betrifft die Erfindung ein Bakterium zur 
Herstellung von mindestens einem stabilen Fusionsprotein aus 
einem Tragerprotein und einem Passagierprotein, wobei das 
Bakterium das genet ische Merkmal fpt aufweist. 

Die Abkurzung fpt bezeichnet erf indungsgemaB eine 
genetisch determinierte Eigenschaft von E. coli, die zur 
Toleranz der bei der Expression exportierter Fusionsproteine 
gelegentlich auftretenden Instabilitat der Bakterien fiihrt. 
Dieser Marker befindet sich zwischen Position 85 und 89 
Minuten der Genkarte des E. coli-Genoms. Der genetische Marker 
fpt kann zur Herstellung von Bakterien, die tolerant gegeniiber 
Fusionsproteinen sind, verwendet werden. 

ErfindungsgemaB bezeiclmet der Begriff "Tragerprotein" 
Aminosauresequenzen innerhalb eines Fusionsproteins , die nicht 
zum Passagierprotein gehoren und die fiir die Lokalisation und 
die Stabilitat des Fusionsproteins in den Bakterien von 
Bedeutung sind. Fur Fusionsproteine, die auf der 
Bakterienoberflache prasentiert werden, beinhalten die 
Tragerproteinanteile ein Signalpeptid am Aminoende der 
Fusionen und die igaB-Transprotdomane am Carboxylende der 
Fusionen. Fur Fusionsproteine, die ins Periplasma 
transportiert werden, beinhalten die Tragerproteinanteile ein 
Signalpeptid am Aminoende der Fusionen. 
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Erf indungsgemafi bezeichnet der Begriff "Passagierprotein" 
Aminosauresequenzen innerhalb eines Fusionsproteins, die nicht 
zum Tragerprotein gehoren. Fur Fusionsproteine, die auf der 
Bakterienoberf lache prasentiert werden, beinhalten die 
Passagierproteinanteile diejenigen Sequenzen, die mit 
Bindungspartnern interagieren. 

Die Herstellung eines optimierten E. coli Wirtsstaiimis , der 
eine stabile Oberf lachenprasentation von Fusionsproteinen 
ermoglicht, erfordert neben der Existenz dieser Mutation die 
Einfiahrung zusatzlicher genetischer Veranderungen . In 
Untersuchungen zur Sekretion von IgaB-Fusionsproteinen in E. 
coli wurde gezeigt, daB die IgaB-Domane in der aufleren Membran 
durch OmpT-Protease gespalten und somit das Passagierprotein 
vom Membrananker IgaB abgekoppelt wird. Desweiteren ist die 
Translokation von Passagierproteinen auf die Zelloberf lache 
nur in ihrer entfalteten Konfonaation moglich. Erfolgt die 
IgaB-veinnittelte Sekretion variabler Antikorperdomanen in E. 
coli K12 Wildtypstammen oder in E. coli (ompT") , werden die 
Ii;iinunglobulinanteile von unspezif ischen periplasmatischen 
Proteasen degradiert. Die Ursache stellt die Ausbildung von 
intrainolekularen Disulf idbriicken in den Passagierproteinen 
durch die periplasinatische Disulf id-Oxidoreduktase DsbA dar. 
Diese Blockade der Translokation von Passagierproteinen durch 
die auBere Mexnbran wird in bakteriellen Zellen, die eine 
Mutation ±m dsbA Gen tragen, nicht beobachtet. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm betrifft die 
vorliegende Erfindung daher ein Bakterium mit dem genetischen 
Marker fpt, wobei das Fusionsprotein stabil auf der Oberf lache 
prasentiert wird, das Bakterium gram-negativ ist und auBerdem 
die genetischen Marker ompT" und dsbA" aufweist. 

Erf indungsgemaB bezeichnet der Begriff "auf der Oberflache 
prasentiert" die Lokalisation eines Fusionsproteins bzw. des 
Passagierproteins auf der dem Medium zugewandten Seite der 
auBeren Bakterienmembran. An der Oberflache prasentierte 
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Passagierproteine sind in intakten gram-negativen Bakterien 
fur Bindungspartner frei zuganglich. 

Die Abkurzung ompT' bezeichnet eine genetische Veranderung 
von E. coli Zellen, die zu einer Defizienz in der 
proteolytischen Aktivitat der Protease OmpT fxihrt. 

Die Abkurzung dsbA" bezeichnet eine genetische Veranderung 
von E. coli Zellen, die zu einer Defizienz in der Aktivitat 
der periplasmatischen oxidoreductase DsbA fiihrt. 

ErfindungsgemaB ist der Begriff dsbA" so zu verstehen, daB 
dieser nicht nur eine Defizienz in der Aktivitat durch eine 
genetische Veranderung der Oxidoreductase DsbA selbst, sondern 
auch durch andere Faktoren, die die Aktivitat dieser 
Oxidoreductase indirekt inhibieren, mit einschlieBt. 

Die Vereinigung der Mutationen in den drei angesprochenen 
Genen im Chromosom einer Bakterienzelle erfolgte 
erfindungsgemaB in E. coli UT5600 (oinpT") . E. coli UT5600 ist 
selbst schon in einem Gen (ompT) mutiert. Die tibertragung der 
Mutation im dsbA Gen nach E. coli UT5600 erfolgte von E. coli 
JCB571 (dsbA::Kan; zihl2::TnlO) mit Hilfe von Phagen Pl- 
Transduktion. Positive Transduktanten wurden auf die 
Kotransduktion einer, nahe dem dsbA Genlokus gelegenen 
Transposon TnlO Insertion, selektioniert . Dadurch wurde auch 
die durch angrenzende DNA-Abschnitte determinierte Eigenschaft 
ubertragen, die es einer E. coli Zelle ermoglicht, z.B. VH- 
IgaB Fusionen stabil zu produzieren. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsf orm wird das 
Bakterium zur Herstellung eines Fusionsproteins verwendet, 
wobei das im Fusionsprotein erhaltene Tragerprotein das igaB- 
Protein enthalt oder ein Fragment davon, das die Sezernierung 
des Fusionsproteins ermoglicht. 



Die Abkurzung IgaB bezeichnet die am Carboxylende des 
Neisseria igA-Proteasevorlauf erproteins gelegene Transport- 
domane. Diese Domane vermittelt den Transport aminoterminal 
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angekoppelter Proteine vom Periplasma gramnegativer Bakterien 
durch die auBere Membran. 

In einer besonders bevorzugten Ausf iihrungsf orm ist das von 
dem erf indungsgemaBen Bakteriuin hergestellte Passagierprotein 
ein Protein mit einer Affinitat fur einen Bindungspartner , ein 
Antikorper oder eine Antigen-bindende Domane eines 
Antikorpers, ein Antigen, ein Protein mit enzymatischer 
Aktivitat, ein Inhibitor, ein Rezeptor, ein Ligand oder ein 
Nucleinsaure-bindendes Protein. 

ErfindungsgemaB bezeichnet der Begriff "Bindungspartner" 
ein Molekul, eine chemische Verbindung oder ein Makromolekiil. 
Bindungspartner konnen sowohl frei loslich^ gebunden an eine 
Matrix Oder aber assoziiert mit einer biologischen Membran 
vorliegen. 

ErfindungsgemaB bezeichnet der Begriff "Antigen-bindende 
Domane" mindestens den Anteil eines Antikorpermolekuls, der 
hinreichend fur die spezifische Bindung eines Antigens ist. 

Das hier beschriebene Verfahren ermoglicht die stabile 
Produktion und Prasentation von Immunglobulindomanen auf der 
Oberflache gramnegativer Bakterien. Die praktische 

Durchfuhrung ist auf zwei verschiedenen Wegen moglich. 
Entweder erfolgt der Export der variablen Antikorperdomanen 
als monomere ("single-chain Fv") scFv-IgaB Fusion, in der die 
Domanen VL und VH durch ein kurzes Peptid (z.B. ein 
(Gly^Ser) 3-Linker) kovalent verbunden sind oder als zwei 
getrennte VL- und VH-IgaB Fusionen innerhalb einer 
Bakterienzelie. Im letzteren Fall lagern sich die 
Antikorperanteile beider Fusionen auf der Zelloberf lache zu 
einem f unktionellen Fv-Fragment zusammen. Die Verwendung 
verschiedener E. coli K12 Stamme fuhrte mit den VL- und scFv- 
IgaB Konstrukten zu stabilen Transf ormanten. 

In der am meisten bevorzugten Ausf iihrungsf orm ist das zur 
Herstellung des Fusionsproteins verwendete Bakterium der Stamm 
E. coli JK 321. Dieser Stamm wurde am 22. Dezember 1993 gemaB 
den Bestimmungen des Budapester Vertrags bei der DSM (Deutsche 
Sammlung von Mikroorganismen, 38124 Braunschweig, Mascheroder 
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Weg lb, Deutschland) unter der Hinterlegungsnummer DSM 8860 
hinterlegt. 

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Erfindung ist die 
Bereitstellung des genetischen Markers fpt zur Erzeugung einer 
Toleranz von Bakterien gegeniiber Fusionsproteinen. 

Die Entwicklung von Stammen, die diesen Marker enthalten, 
der die stabile Oberf lachenexposition von Fusionsproteinen 
errooglicht, bietet eine Reihe von Einsatzmoglichkeiten- So ist 
es zu Beispiel denkbar, mit Hilfe eines beliebigen Antigens 
aus einer Immunglobulin-IgaB Bibliothek einen bestimmten E- 
coli Clon mit bestimmten Eigenschaf ten zu selektionieren- 

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Erfindung ist 
daher die Bereitstellung eines Verfahrens zur Identif izicrung 
von Bakterien, die Proteine mit einer Affinitat fur einen 
Bindungspartner stabil auf ihrer Oberflache prasentieren, 
wobei das Verfahren die folgenden Schritte xmfaBt: 

(a) Konstruktion mindestens eines Vektors mit min- 
destens einer DNA-Sequenz, die ein Fusionsprotein 
aus einem Tragerprotein und einem Passa- 
gierprotein codiert, das stabil an der Oberflache 
der Bakterien prasentiert werden kann; 

(b) Einbringen des Vektors in diese Bakterien; 

(c) Anzucht des Bakteriums aus Schritt (b) , so daB 
die Bakterien der erhaltenen Kultur auf ihrer 
Oberflache das Fusionsprotein oder die Fusions- 
proteine stabil prasentieren ; 

(d) Isolierung von Bakterien, die das gewianschte 
Fusionsprotein oder die Fusionsproteine auf ihrer 
Oberflache prasentieren* 

Die Prasentation von mehr als einem Fusionsprotein auf 
der Zelloberflache kann beispielsweise in solchen Fallen 
wiinschenswert sein, in denen einzelne Ketten multimerer 
Proteine getrennt exprimiert werden und diese sich dann auf 
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der Zelloberf lache zu einem f unktionellen Komplex 
zusanonenlagern • 

In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm dieses Verfahrens 
wird zur Konstruktion des Vektors in Schritt (a) eine Bank von 
DNA-Sequenzen verwendet, in der die jeweiligen DNA-Seguenzen 
Varianten des Passagierproteins oder der Passagierproteine 
codieren, oder Varianten des Tragerproteins bzw* der 
Tragerproteine . 

Erf indungsgemafl bezeichnet der Begriff "Varianten von 
Passagierproteinen" von Passagierproteinen abweichende 
Aminosauresequenzen mit beziaglich eines Bindungspartners 
modi f i z ierten Bindungseigenscha f t en . 

Erf indungsgemafl bezeichnet der Begriff "Varianten von 
Tragerproteinen" in ihrer Aminosauresequenz modifizierte 
Tragerproteine, die veranderte Transporteigenschaften 
bezuglich angekoppelter Passagierproteine aufweisen. 

Durch die Konstruktion von Varianten des Passagierproteins 
konnte zum Beispiel ein Antikorperf ragment mit gegebener 
Spezifitat durch gerichtete Mutagenese bezuglich einer 
bestimmten Anwendung optimiert werden. Eine evolutionsahnliche 
Anpassung an eine externen Faktor durch ungerichtete 
Mutationen ist durch kontinuierliche Ziichtung von E. coli 
Kulturen moglich, Weiterhin konnen nicht nur 

Antikdrperfusionen mit diesem Verfahren bearbeitet werden, 
sondem auch enzymatische Aktivitaten prasentiert, 
selektioniert und modifiziert werden* Die Erzeugung von 
Varianten des Tragerproteins kann eine bessere Adaption an ein 
gegebenes Passagierprotein oder dessen Varianten ergeben, was 
die Sezernierung des Fusionsproteins erleichtern kann. 

In einer weitern bevorzugten Ausfiahrungsf orm dieses 
Verfahrens erfolgt die Anzucht des Bakteriums in Schritt (c) 
unter Bedingungen^ bei denen die das Fusionsprotein bzw- die 
die Fusionsproteine codierende DNA-Sequenz mutiert wird, so 
daB die Bakterien der erhaltenen Kultur Varianten des 
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Fusionsproteins oder der Fusionsproteine auf ihrer Oberflache 
prasent ieren . 

ErfindungsgemaB bezeichnet der Begriff "mutierende 
Bedingungen" Kultivierungsbedingungen unter denen es durch 
Zusatz chemischer Substanzen und/oder Einwirkung ionisierender 
Strahlung zu einer erhohten Mutationsrate in Bakterienkulturen 
koinint . 

In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm diese Verfahrens 
enthalt das im Fusionsprotein enthaltene Tragerprotein das 
IgaB-Protein oder ein Fragment davon, das die Sezernierung des 
Fusionsproteins ermoglicht. 

In einer weiteren, besonders bevorzugten Ausf iihrungsf orm 
dieses Verfahrens ist das Protein mit einer Affinitat fiir 
einen Bindungspartner ein Antikorper oder eine Antigen- 
bindende Domane eines Antikorpers, ein Antigen, ein Protein 
mit enzymatischer Aktivitat, ein Inhibitor, ein Rezeptor, ein 
Ligand oder ein Nucleinsaure-bindendes Protein. 

SchlieBlich konnen in einer weiteren, besonders 
bevorzugten Ausf iihrungsf orm dieses Verfahrens die Bakterien, 
die das gevmnschte Fusionsprotein stabil auf ihrer Oberflache 
prasentieren, durch Interaktion mit dem an eine Matrix 
gebundenen Bindungspartner des Passagierproteins , durch 
Interaktion mit einem f luoreszenz-markierten Bindungspartner 
Oder durch Interaktion mit dem an Magnetpartikel gebundenen 
Bindungspartner des Passagierproteins isoliert werden. 

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Erfindung ist die 
Bereitstellung von gram-negativen Bakterien, die auf ihrer 
Oberflache stabil mindestens ein Fusionsprotein prasentieren 
und die genet ischen Marker fpt, ompT" und dsbA" aufweisen. 



Eine bevorzugte Ausf iihrungsf orm betrifft Bakterien, bei 
denen das im Fusionsprotein enthaltene Tragerprotein das IgaB- 
Protein enthalt oder ein Fragment davon, das die Sezernierung 
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des Fusionsproteins erinoglicht: und/oder das Passagierprotein 
ein Protein mit einer Affinitat fiir einen Bindungspartner , ein 
Antikorper oder eine Antigen-bindende Domane eines 
Antikorpers, ein Antigen, ein Protein mit enzymatischer 
Aktivitat, ein Inhibitor, ein Rezeptor, ein Ligand oder ein 
Nucleinsaure-bindendes Protein ist. 

SchlieBlich ist ein weiteres Ziel der vorliegenden 
Erfindung die Verwendung dieser Bakterien fur diagnostische 
Zwecke, zur Herstellung von Proteinen mit einer Affinitat fiir 
einen Bindungspartner , zur Waschmittelherstellung, zur 
ErschlieBung von Rohstoffen, zur Lebensmittelverarbeitung oder 
zum Abbau oder der Anreicherung von Schadstof f en. 

Beispielsweise konnen die erf indungsgemaBen, spezifische 
Ai*tik6rperfraginente prasentierenden Bakterien zur Gewinnung 
dieser Antikorperf ragmente verwendet werden und diese dann, 
gegebenenf alls nach Auf reinigung, im diagnostischen oder 
therapeutischen Bereich eingesetzt werden. Rekombinante 
Antikorperf ragmente , die beispielsweise spezifisch 

Oberf lachenstrukturen von Tumorzellen erkennen, konnen in 
Verbindung mit einem Radionuklid oder einem wirksamen Toxin 
fiir therapeutische Anwendungen eingesetzt werden. Mit dem 
erf indungsgemaBen Verfahren selektionierte Bindungs- 

spezifitaten konne durch gentechnische tibertragung der CDR 
(complementarity determining regions) Regionen in menschliche 
Immunglobulinketten eingepflanzt ("humanisiert") werden und 
zur Therapie von Krankheiten verwendet werden. 

Beschrelbung der Figuren 

Fig. 1: schematische Darstellung der Strategic zur Konstruktion 
der VH-igaB Fusion in Plasmid pJK165. Im Zuge der Konstruktion 
von Plasmid pJK165 wurde das VH-Genf ragment am 5'-Ende mit der 
Signalsequenz des ompA Gens und am 3'-Ende mit dem igaB 
Genfragment fusioniert. Die hierzu benotigten DNA-Fragmente 
wurden in einer Drei-Fragmente-Ligation miteinander verbunden. 
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Die Synthese der nicht-kodierenden Region und der Signalsequenz 
des ompA Gens von E. coli DH5a erfolgte mit Hilfe chromosomaler 
DNA als Ma-trize und den Oligonukleotiden JK20 und JK21 (Abb. 8) 
durch PCR- Das erhaltene PCR-Fragment wurde ohne vorherige 
InkubatLion ■ mit Restriktionsenzymen direkt in den pCRlOOO-Vektor 
inscriert (pJK129) . Die Synthese des VH-Genf ragments erfolgte 
ebenfalls durch PCR wobei in diesem Fall die entsprechende cDNA 
als Matrize diente und die Oligonukleotide JK09 und JK17 
(Abb/ 8) eingesetzt wurden. Das erhaltene PCR-Fragxnent: wurde 
danach mit Klenow-Polymerase inkubiert, um iiberstehende Enden 
aufzufullen und nach Restriktion mit EcoRI in die HincII/EcoRI 
Schnittstellen des pEMBLS-Vektors inseriert. Aus dem gewonnenen 
Plasmid pJK92 wurde das XhoI/EcoRI VH-Genf ragment isoliert und 
zusammen mil: dem Clal/Xhol ompA-Genfragment und einem 
XhoI/EcoRI-Vekt-or fragment. aus pTK59 ligiert. Das gebildete 
Plasmid pJK165 kodiert eine VH-igafi Fusion, deren ••-10-Region" 
des Promoters gemaB dem Ausgangsplasmid pTK59 rekonstituiert 
wurde. 



Fig. 2 : Schematische Darstellung der strategic zur Konstruktion 
der VZi-ig^ Fusion in den Flasmiden pJKTS sovie pJK257. 

a«) Das Plasmid pJK78 entstand durch den Einbau eines DNA- 
Fragments mit dem VL-Genf ragment eines monoklonalen Antikorpers 
in das Ndel/EcoRI-Vektorf ragment des Plasmids pTK59. Zunachst 
wurde das VI.-Genf ragment mit Hilfe der Oligonukleotide *TK08 und 
JK14 (Abb. 8) in einer Polymerase-Ketten-Reaktion erzeugt und in 
den pCRlOOO-Vektor kloniert (pJK56) . Das entsprechende DNA- 
Fragment des VI*-Gens wurde an den durch die Oligonukleotide an 
den 5'- \ind 3 '-Enden eingefuhrten Ndel- und EcoRI-Schnittstellen 
prozessiert und mit dem Ndel/EcoRI-Vektorf ragment des Plasmids 
pTK59 ligiert. Das entstandene Plasmid wurde als pJK78 
bezeichnet. 

b.) Der Austausch des Gens der b-Lactamase (bla) und des 
ColEl Replikationsorigins auf dem Plasmid pJK78 erfolgte in zwei 
Etappen. Im ersten Schritt wurde mit Hilfe der Oligonukleotide 
JK32 und JK33 (Abb. 8) das Gen der Chloramphenicol-Acetyl- 
Transf erase (cat) von Plasmid pACYC184 durch PCR amplif iziert . 



ERSftTZBLATT (RE6EL 26) 
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Das gewonnene PCR-Fragment wurde in das mit Hindlll geschnittene 
pJK7 8 -Vektor fragment: kloniert. Das resultierende Plasmid pJK250 
zeichnet sich durch das Vorliegen zweier Resistenzgene (bla und 
cat) sowie den ColEl Replikationsorigin aus. Durch Restriktion 
mit Clal und Nhel wurde aus pJK2 50 das Vektor fragment (bla und 
ColEl) deletiert und durch ein Clal/Nhel-Fragment (pl5A-Origin) 
aus dem Plasmid pACYCl84 substituiert . Das hierbei entstandene 
Plasmid pJK257 kodiert eine VL-igaB Fusion und erlaubt seine 
Koexpression mit dem Plasmid pJK165 (VH-iga^) innerhalb von 
E. coli JK321 Zellen. 

Pig. 3: Struktur von wesentlichen Sequenzmotiven der verwendeten 
VH- und VL-igag Pusionens Alle dargestellten Konstrukte sind 
Derivate des Piasmids pTK59 und zeigen verschiedene wichtige 
iibergangsbereiche der jeweiligen Fusionen. (i) Das VH-igaB 
Konstrukt pJK165 entstand durch Substitution des Clal/EcoRI- 
Fragments von pTK59 durch das VH-Genf ragment und einem DNA- 
Fragment, das die ersten 204 Basenpaare des E- coli ompA 
Transkripts kodiert. Dadurch verfiigt die VH-IgaB Fusion an ihrem 
N-Terminus iiber das Signalpeptid des OmpA Vorlauf erproteins . 
(ii) Das VL-igaB Konstrukt pJK78 enstand durch Insertion des VL- 
Genfragments in die Ndel/EcoRI Schnittstellen von pTK59; die 
hierbei gebildete VL-IgaB Fusion tragt folglich das CtxB 
signalpeptid. (iii) In Plasmid pjrK257, einem VL-igaB Derivat von 
pJK78, wurde das Vektorf ragment (bla und ColEl) durch die cat 
und pl5A Marker des Piasmids pACYC184 ersetzt^ wodurch die 
Koexpression der Plasraide pJK257 und pJK165 innerhalb einer 
Zelle ermoglicht wird. Die iibergangsbereiche in dieser VL-igaB 
Genfusion sind identisch zu pJK78 und werden daher nicht 
gesondert aufgefuhrt. Die Spaltstellen der Signalpeptidase sind 
durch Pfeile gekennzeichnet . Um eine effiziente Prozessierung 
durch die Signalpeptidase zu gewahrleisten, wurden zwei 
Aminosauren der nativen OmpA- und CtxB-Proteine am N-Terminus 
der Antikorperdomanen belassen (durch Sterne bezeichnet) . Kursiv 
geschriebene Ziffern geben jeweils die erste -und letzte 
Aminosaureposition der variablen Antikorperdomanen in den IgaB-r 
Fusionen und fett gedruckte Aminosauren die eingefiihrte 
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Spaltstelle der IgA-Protease an (Pohlner et al., Bio/Technology 
10 (1992), 799-804). 

Pig. 4: Bensitivitat der oberflacb nexponiert n 

Antikorperdomanen gegeniiber Trypsin in physiologisch intakten 
E. coli JR321. Die Immunoblotanalyse von JK321 Zellysaten mit 
den Plasmiden pTK59 (Spur 1 und 4), pJK78 (Spur 2 und 5), pJK165 
(Spur 3 und 6) mit anti-Fp42 zeigt die IgaB-Hybridproteine vor 
(Spuren 1 bis 3), sowie nach Inkubation der rekombinanten 
Bakterien mit Protease (Spuren 4 bis 6). Die Analyse der 
Zellysate mit anti-OmpA Serum (Spuren 7 bis 9) zeigt, daB in den 
einzelnen Bakterienklonen das periplasmatische Carboxylende des 
OmpA Proteins fiir Trypsin nicht zuganglich ist und bestatigt 
somit die extrazellulare Lokalisierung der Antikorperdomanen . 

Pig. 5: Nacbweis von a- Protein auf der Oberflacb 
antikorperprasentierender E. coli JK32X durcb immunfluoreszenz- 
Markierung. Rekombinante E. coli JK321 Zellen, die Genfusionen 
zwischen ctxB-igaB (Plasmid pTK59) sowie VH- und VL-igaB 
(Plasmide pJK165 und pJK257) expr imierten , wurden iiber Nacht bei 
28 'C in LB-Medium, pH=B,5, in Gegenwart von 2-Mercaptoethanol 
(7,5 roM) und den jeweils benotigten Antibiotika angezogen. Nach 
einmaligem Waschen in PBS wurden die Bakterien in PBS/BSA (1%) 
inkubiert, urn unspezif ische Bindungsstellen auf der 
Zelloberflache abzusattigen. Nach Zugabe des spezifischen 
Antigens (a-Protein, 100 ng/ml) wurde die Zellsuspension fur 
weitere 30 Min in einen Drehinkubator gestellt und danach einmal 
in PBS gewaschen. Oberf lachengebundenes Antigen wurde mit 
Paraformaldehyd (1%)/Glutardialdehyd (0,5%) fixiert und mit 
antigenspezifischem, polyklonalem Serum (anti-Fp80) und FITC- 
gekoppeltem Maus-anti-Kaninchen-IgG Serum nachgewiesen. 

Pig. 6: Schematische Darstellung eines Verfahrens zum Nachweis 
der antikorperprasentierenden E. coli JK321. Um die 

Anreicherung spezif ischer , VL-/VH-IgaB produzierender E. coli 
JK321 Zellen durch das spezifische Antigen verfolgen zu 
konnen, tragen diese rekombinanten Bakterien einen Rifampicin- 
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Marker (Rif) im Chromosom, der ihr selektives Wachstum auf 
Nahrplatten (Rif) ermoglicht, Demgegeniiber wachsen die 
Kontrollzellen nur auf Rif-freiem Medium. Somit kann aus dem 
Verhaltnis der Rif-resist.enten zu Rif-sensitiven Bakterien- 
kolonien die selektive Anreicherung der spezifischen VL-/VH- 
Iga5 koexprimierenden JK3 21 Zellen bestimmt werden. Im Schema 
werden zu Beginn der Selektion die spezifischen, Rif- 
resisten1:en E. coli JK321 in einem Verhaltnis von 1:10000 
gegen Kontrollzellen E. coli UT5600, die VL-/VH-IgaB Fusionen 
anderer Antigenspezif itat produzieren, verdiinnt und in 
Wachstumsmedium kultiviert. AnschlieBend werden die 
spezifischen E. coli JK321 mit Hilfe von immobilisiertem 
Antigen aus der Zellsuspension "gefischt", in frisches 
Nahrroedium iiberfuhrt und erneut angezogen. Diese Prozedur wird 
mehrmals wiederholt und jedesmal ein Aliquot auf Nahrplatten 
mit und ohne Rifampicin ausplattiert . Dabei sollte eine 
kontinuierliche Zunahme Rif-resistenter gegenuber Rif- 
sensitiver Bakterienklone beobachtet werden. 

Fig* 7: Selektive Anreicherung VIi-/VH-lgaB koexprimierender 
E. coli JK321 durch antigenmarkierte Nitrocellulose • Nach 
Auftrennung von a-Protein (etwa 10 ng/Spur) durch SDS-PAGE 
wurde das Antigen anschlieBend auf Nitrocellulose geblottet. 
Ein Nitrozellulosestreif en wurde mit anti-Fp80 als Immunoblot 
entwickelt, um die exakte Position der a-Protein Bande 
sichtbar zu machen. Zur Durchfuhrung des Bindungsexperiments 
wurden die E. coli Stamme UT5600 (pTK59; Rif^) / JK321 (pTK59 ; 
Rif^) und JK321 (pJK165/pJK257 ; Rif^) iiber Nacht als 
Flussigkulturen angezogen. Bei einer O.D.^qq von 0,8 wurden 
die beiden rekombinanten, Rif-resistenten JK321 Stamme in 
einem Verhaltnis von etwa 1:2000 gegen den Rif-sensitiven 
Stamm UT5600 (pTK59) verdiinnt. Nach Inkubation der 
Bakteriensuspension in PBS/BSA (1%) fiir 3 0 Minuten wurde davon 
1 ml in 15 ml PBS gegeben und zusammen mit einem 
Nitrocellulosestreif en in eine leere Petrischale gegeben. Nach 
Inkubation unter leichtem Schutteln fiir 3 0 Minuten bei RT 
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wurde dreimal mit PBS (20 ml) gewaschen und anschlieBend d 
Nitrocellulose auf Rif-haltigen Nahrplatten inkubiert. 

Fig. 8: DNA-Sequenzen der verwendeten Oligonulcleotidc. 



Hane Verwendungsiweck* LSnge (bp) und Sequenzabf olge (5' nach 3') 



JK008 



JK009 



JK014 



JK017 



JK020 



JK021 



JK032 



JX033 



PGR (-) 



PGR (-) 



PGR ( + ) 



PGR (+) 



PGR (+) 



PGR (-) 



PGR (-) 



PGR (+) 



35 GCAGCAGAATTGGGTTTGAGGTGCAGGTTG 
GTGGC 

44 GCAGGAGAATTGGGAGAGACAGTGAGAGT 

(G/A) GTGCGTTGGGCGCA 
44 GGTTATGCATATGCACATGGAAGACGTGAT 

(A/G) TTGTGAT (G/A) ACGCA 
50 GGTTATGGATATGCACATGGAAGAGGTGAG 

GTCCAAGTTCTGGAGTCAGG 
44 GGAGGAATGGATGAGTAATACTTGCGCGCG 

AAGGGTGCTCGGCA 
42 TGCTGCCTGGAGAAGTTGGAGCTGGGGAGG 

GGGCTGGGGTAC 
50 GGAGGAAGCTTGGGACGGGATTTTTGATGA 

CCCGACGGAGTTTGCGCGGA 
30 GCAGGAAGGTTGAGGGGTAGGAGGAGGGGT 



" (♦> und <-) beziehen sich auf den kodierenden bzw. den dazu komplementaren 
ONA-Strang. 
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Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung 

Beispiel 1 

Herstellung des £• coli Stamms JK321 durch Ubertragung ein r 
Stabilitatsdeterminante mit Hilfe von Pl-Phagen- Trans dukt ion. 

Zur IgaB-Domane-vemiittelten Prasentation variabler 
Antikorperfragmentie oder anderer pharmakologisch relevanter 
Proteine auf der Zelloberf lache von E. coli ist es erf orderlich, 
die Gene mehrerer Enzyme, die im Periplasma und der auBeren 
Membran lokalisiert sind, zu inaktivieren. Hierbei sind 
insbesondere die periplasmatische Disulf id-Oxidoreduktase (DsbA) 
(Bardwell et: al-. Cell 67 (1991), 581-589) Oder eine auBere 
Membran-Protease (OmpT) (Earhart et al., FEMS Microbiol. Let 6 
(1979), 277-280); Grodberg und Dunn, J. Bacteriol. 171 (1989), 
2903-2905) anzufuhren. Neben der Inaktivierung dieser beiden 
Faktoren ist es jedoch speziell fur die IgaB-vermittelte 
Oberf lachenexposition der variablen schweren Antikoirperdomane 
(VH) notwendig, zusatzlich ein weiteres Gen im E. coli Genom 
auszuschalten. Anderenfalls iibt; dieses VH-IgaB Fusionsprotein 
eine cytotoxische Wirkung auf die E. coli K12 Wirtszellen aus. 
Bei der Herstellung des E. coli Stammes JK321 wurde ein 
Abschnitt des Genoms eines E. coli Stammes (JCB571) (Bardwell, 
a.a.O.)r der eine Mutation in einem nicht naher bekannten Gen 
tragt, in einen anderen E. coli Stamm (UT5600) (Earhart, a.a.O.) 
uberfuhrt. Erst die Einfuhrung dieser Mutation ins Genom von 
E, coli K12 ermoglicht in diesen genet isch veranderten 
Wirtszellen die stabile Produktion von VH-IgaB Fusionsprot einen. 

Ein Verfahren, groBere Fragmente der chromosomalen DNA 
zwischen zwei E. coli Stammen auszutauschen, bildet die 
Transduktion mittels Pl-Phagen, die gewohnlich zur Kartierung 
von Genen auf dem Chromosom eingesetzt wird (Taylor und Trotter, 
Bacteriol. Reviews 31 (1967), 332-344). Wenn sich Pl-Phagen in 
Bakterienzellen vermehren, verpacken sie nicht nur virale DNA, 
sondern gelegentlich auch ein Stuck des Wirtszell-Genoms in die 
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Virushiille. Die Lange der eingepackten Bakterien-DNA betragt bis 
zu 2 Minuten des E. coli Genoms, was die Kotransduktion von zwei 
entfernten genetischen Markern ennoglicht. Gelangt diese 
Wirtszellen DNA in einer darauf f olgenden Pl-Infektion in eine 
andere Bakterienzelle, kann dieses DNA-Fragment dort in das 
Chromosom rekombinieren. 

Zur Durchfiihrung der Pl-Transduktion wurde E. coli JCB571 
(dsbA:;Kan, zihl2::TnlO) als Donor- und E. coli UT5600 (ompT") 
als Rezipientenstajiun ausgewahlt. Iro AnschluB an die Herstellung 
eines JCB571-spezif ischen Pl-Phagenlysats und der Infektion von 
UTS 600 Zellen, wurden positive Transduktanden , welche den 
mutierten unbekannten Genlokus in Verbindung mit dein mutierten 
dsbA Gen kotransduziert und in ihr Chromosom integriert hatten, 
durch Wachstum auf Nahrmediuro mit Kanamycin und Tetracyklin 
selektiert. Aufgrund der nahen Lokalisierxmg des dsbA (Kan) Gens 
und einer Transposon Insertion zihl2::TnlO, (Tet) zu der, fiir 
die VH-IgaB Stabilisierung verantwort lichen Mutation im E. coli 
Chromosom, waren diese zwei Antibiotika Resistenzen (Kan und 
Tet) als Marker fiir die Kotransduktion verwendet worden. Der auf 
diesem Wege hergestellte Klon (E. coli JK321) zeigte die, zuvor 
nur in E. coli JCB570 (wt) und JCB571 (dsbA) beobachtete 
Toleranz gegeniiber der VH-IgaB Fusion. Nach Transformation mit 
den Plasmiden pJK78 (VL-IgaB) und pJK165 (VH-IgaB) konnte die 
stabile Expression dieser IgaB Fusionsproteine in E. coli JK321 
gezeigt werden (Abb. 4). Ebenfalls ermoglicht der Stamm JK321 
die simultane Koexpression der Plasmide pJK78 (VL-IgaB) und 
pJK165 (VH-IgaB) innerhalb einer Bakterienzelle. 

Beispiel 2 

Konstruktion einer VH-iga^ Genfusion und Expression in E. coli 
JK321. 

Zur Prasentation rekombinanter Antikorper-Fragmente auf der 
Zelloberflache von E. coli JK321 ist es erf orderlich , die VH- 
oder VL-Domanen mit verschiedenen Transports ignalen zu versehen. 
In den hergestellten Proteinfusionen tragen daher die 
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Antikorperdomanen am N-Terminus ein Signalpeptid , das den 
Transport: der Fusionsproteine durch die cytoplasmatische Membran 
gewahrleistet und am C-Terminus die IgaS-Domane, die 
anschlieBend den Transport der Antikorperdomanen durch die 
auBere Membran vermit-telt • 

Die Konstruktion der Fusion zwischen einem VH-Gen fragment 
und igaB erfolgte in Plasmid pJK165 (Abb« 13). Hierbei wurde die 
Region des ompA Gens von £. coli (Mowa et al. , J. Biol* Chem. 
255, (1980), 27-33), die fur die Signalsequenz kodiert, mit dem 
5'-Ende von igaB verbunden. 2ur Amplif izierung der Region, die 
fur die ompA Signalsequenz kodiert und der davor befindlichen 
nicht-kodierenden Region (Cole et al., Mol* Gen. Genet. 188, 
(1982), 472-479) in einer PGR, wurde die Struktur des 5'- 
terminalen Oligonukleotids JK20 (Abb. 8) so gewahlt, daB nach 
Insertion des entsprechenden Genfragroents in die ClaJ- 
Schnittstelle von pTK59 die "-10-Region" des Ptpj^-Promoters zur 
Expression von igaB Genfusionen vollstandig rekonstituiert wurde 
(Klauser et al., EMBO a. (1990), 1991-1997), Das 3'-terminale 
Oligonukleotid JK21 (Abb- 8) wurde mit einer Xhol -Schnittstelle 
versehen, welche die Fusion mit dem 5'-Ende des VH-Genf ragments 
ermoglichte. Dazu wurde mit Hilfe der Oligonukleotide JK17 und 
JK09 (Abb. 8) ein VH-Genf ragment durch PGR Euaplif iziert und uber 
eine Xhol-Schnittstelle am 5'-£nde mit dem ompA-spezif ischen 
DNA-Fragmenr und iiber eine EcoRI -Schnittstelle am 3'— Ende mit 
igaB fusioniert. Das hieraus gebildete Plasmid wurde mit pJK165 
bezeichnet. (Abb. 1) . 

Nach Transformation von E. coli JK321 mit Plasmid p*JK165 
wird eine hohe Stabilitat der rekombinanten Bakterien 
beobachtet. Dieser Effekt tritt in rekombinanten E. coli K12 
Wildtyp-Zellen nicht auf. In E. coli K12 Wildtyp-Zellen, welche 
das Plasmid pJK165 tragen, wird aufgrund einer cytotoxischen 
Wirkung des VH-IgaB Fusionsproteins eine Destabilisierung der 
rekombinanten Bakterien und die Bildung von Mutanten beobachtet, 
die das VH-IgaB Fusionsprotein nicht mehr synthetisieren. Der 
molekulare Hintergrund dieser Mutationen stellt der Zerfall des 
Plasmids pJK165 in ein kleineres Derivat dar, von dem aus die 
VH-igaB Fusion nicht mehr exprimiert wird. 
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Beispiel 3 

Konstruktion einer VL-igafl Genfusion und Expression in E. coli 
JK321. 

Zur simultanen oberf lachenprasentation von VH- und VL-IgaB 
Fusionsproteinen innerhalb einer Bakterienzelle war es 
erforderlich, neben der, unter Punkt 2.) beschriebenen VH-IgaB 
Fusion, auch eine Fusion zwischen der VL-Domane eines 
Antikorpers und Igafi herzustellen. Die Konstruktion einer VL- 
igaB Fusion erfolgte in zwei Stufen (Plasmide pJK78 und pJK257) : 
Im ersten Schritf wurde die VL-Domane am N-Terminus mit einem 
Signalpeptid und am c-Terminus mit der IgaB-Domane verbunden 
(Plasmid pJK78). Das Signalpeptid gewahrleistet den Transport 
des Fusionsproteins durch die cytoplasmatische Membran und die 
IgaB-Domane vermittelt anschlieflend den Transport der VL- 
Antikorperdomane durch die auBere Membran. Im zweiten Schritt 
erfolgte der Austausch des colEl-Replikationorigins und des Gens 
der B-Lactamase (bla) im Plasmid pJK78 gegen den pAlS- 
Replikationsorigin und das Gen der Chloramphenicol-Acetyl- 
Transferase (cat) des Klonierungsvektors pACYC184 (Rose, Nucl. 
Acid Res. 16 (1978), 355) im Plasmid pJK2S7 . Die detailierte 
Konstruktion beider Plasmide ist in den Legenden zu Abb. 2a/b 
sowie Abb. 3 beschrieben. Der Einsatz verschiedener 
Replikationsorigins und Resistenzgene in den Plasmiden pJK165 
und PJK257 ermoglicht die Kopropagierung beider Plasmide 
innerhalb einer Bakterienzelle. 

Beispiel 4 

Der entwickelte E- coli Stamm JK321 ermoglicht die IgaB- 
vermittelte Exposition variailer Antikorperdonanen auf der 
Zelloberflache und die Bindung des spezifischen Antigens. 

Der Einsatz des entwickelten E. coli Stammes JK321 
ermoglicht die Prasentation von Antikorperf ragmenten auf der 
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Zelloberf lache (Abb. 4 und 5) . Hierbei ist: sowohl die 
Produktion einzelner VH- oder VL-IgaS Fusionsproteine (z.B. 
pJK165 Oder pJK257) , als auch die simultane Produktion der VL- 
und VH-igaB Fusionen von zwei Plasmiden (z.B. pJK165 und 
pJK257) innerhalb einer Bakterienzelle moglich. Ixn letzteren 
Fall werden beide Fusionsproteine voneinander getrennt in die 
auSere Membran transportiert , wo sich die einzelnen VL- und 
VH-Domanen der Fusionsproteine zu einem Fv-Fragment: 
zusammenlagern. Dabei erfolgt die Exposition der VL- und VH- 
IgaS Fusionen als ein Fv-IgaB Heterodimer auf der 
Zelloberf lache von E. coli JK321. Rekombinante £• coli JK321, 
die heterodimere VH-/VL-IgaB Fusionsproteine auf die 
Zelloberf lache exportieren, binden uber ihre 

Iramunglobulinanteile das spezifische Antigen (Abb. 5) • Ferner 
lassen sich rekombinante E. coli JK321 Zellen, welche die VH- 
und VL-IgaB Fusionsproteine innerhalb einer Bakterienzelle von 
zwei Plasmiden koexprimieren, durch Einsatz des spezifischen 
Antigens aus einer Verdunnung gegen E. coli JK321 Zellen, die 
andere, unspezif ische Igafi-Fusionsproteine (z.B. CtxB-IgaB, 
Plasmid pTK59) exportieren, anreichern (Abb. 7) . 

Beispiel 5 

Entwicklung eines Verfahrens zum Nachweis der angereicherten, 
antikorperprasentierenden £• coli JK321 Zellen. 

Im TlnschluB von Experimenten zur Selektion von 
rekombinanten Bakterien, die Antikorperf ragmente mit einer 
definierten Antigenspezif itat auf der Zelloberf lache 
prasentieren, ist es erf orderlich, die Identitat der, mit 
Hilfe des spezifischen Antigens, angereicherten Klone 
f estzustellen. Eine Moglichkeit, exklusiv E. coli Zellen 
nachzuweisen, die Antikorperf ragmente mit einer definierten 
Spezifitat auf der Oberf lache prasentieren, besteht darin, die 
verwendeten Wirtszellen mit einem bestimmten genetischen 
Marker (z.B. einer Antibiotika-Resistenz ) zu versehen. 
Entsprechend verfiigen die E. coli JK321 Zellen uber ein 
Resistenzgen gegen das Antibiotikum Rifampicin. Dazu war in 
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E. coli JK321 Zellen' ein DNA-Fragment trans form iert wprden, 
das ein solches Resistenzgen tragt. Das DNA-Fragment 
rekombinierte in das Genom von E. coli JK321 und fvihrte zur 
Auspragung der Rif ampicin-Resistenz . Diese zusatzliche 
Eigenschaft der E. coli JK321 Wirtszellen erlaubt nur das 
selektive Wachstum der rekombinanten E. coli Klone auf 
Rifampicin-haltigem Medium, die simultan VL- und VH-IgaB 
Fusionen mit einer, vor dem Experiment ausgewahlten , 
definierten Spezifitat prasentieren. Die verwendeten 
rekombinanten Kontrollzellen (z-B. E. coli UT5600) , die 
simultan VL- und VH-IgaB Fusionen mit einer anderen 
Antigenspezifitat auf der Zelloberf lache prasentieren, sind 
sens it iv gegeniiber Rifampicin. Der Einsatz von Wirtszellen, 
die gegenuber Rifampicin resistent (JK321) oder sensitiv 
(UT5600) sind, ermoglicht die eindeutige Identif izierung der 
spezifischen, antikorperprasentierenden Zellen (Abb. 6). 
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Pa-fcenlianspruche 

1. Bakterium zur Herstellung von mindestens einem sta- 
bilen Fusionsprotein aus einem Tragerprotein und 
einem Passagierprotein, wobei das Bakterium das ge- 
netische Merkmal fpt aufweist. 

2. Bakterium nach Anspruch 1^ wobei das Fusionsprotein 
stabil auf der Oberflache prasentiert wird, das 
Bakterium gram-negativ ist und auBerdem die 
genetischcn Marker orapT" und dsbA"* aufweist. 

* 

3 • Bakterium nach Anspruch 1 oder 2 , wobei das im 

Fusionsprotein enthaltene Tragerprotein das IgaB- 
Protein enthalt oder ein Fragment davon, das die 
Sezernierung des Fusionsproteins ermdglicht. 

4 . Bakterium nach einem der Anspriiche 1 bis 3 , wobei das 
Passagierprotein ein Protein mit einer Affinitat fur 
einen Bindungspartner , ein Antikorper oder eine 
Antigen-bindende Domane eines Antikorpers, ein 
Antigen^ ein Protein mit enzymatischer Aktivitat, ein 
Inhibitor, ein Rezeptor, ein Ligand oder ein 
Nucleinsaure-bindend^s Protein ist. 

5. £• COli JK 321 (DSM 8860). 

6. Genetischer Marker fpt zur Erzeugung einer Toleranz 
von Bakterien gegeniiber Fusionsproteinen, der sich 
zwischen Position 8 5 und 89 Minuten der Genkarte des 
E. coli-Genoms befindet. 

7 . Verwendung des genetischen Markers nach Anspruch 6 
zur Herstellung von Bakterien, die tolerant gegeniiber 
Fusionsproteinen sind. 
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8. Verfahren zur Identif izierung von Bakterien, die 
Proteine mit einer Affinitat fiir einen Bindungs- 
partner stabil auf ihrer Oberflache prasentieren, 
wobei das Verfahren die folgenden Schritte umfafit: 

(a) Konstruktion mindestens eines Vektors mit min- 
destens einer DNA-Sequenz, die ein Fusionsprotein 
aus einem Tragerprotein und einem Passa- 
gierprotein codiert, das stabil an der Oberflache 
eines Bakteriums nach einem der Anspriiche 2 bis 5 
prasentiert werden kann; 

(b) Einbringen des Vektors in Bakterien nach einem 
der Anspriiche 2 bis 5 ; 

(c) Anzucht des Bakteriums aus Schritt (b) , so daB 
die Bakterien der erhaltenen Kultur auf ihrer 
Oberflache das Fusionsprotein oder die Fusions- 
proteine stabil prasentieren; 

(d) Isoliexrung von Bakterien^ die das gewunschte 
Fusionsprotein oder die Fusionsproteine auf ihrer 
Oberflache prasentieren. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, wobei zur Konstruktion des 
Vektors in Schritt (a) eine Bank von DNA-Seguenzen 
vcrwendet wird, in der die jeweiligen DNA-Sequenzen 
Varianten des Passagierproteins oder der 
Passagierproteine codieren - 

10. Verfahren nach Anspruch 8 oder 9, wobei zur Kon- 
struktion des Vektors in Schritt (a) eine Bank von 
DNA-Sequenzen verwendet wird, in der die jeweiligen 
DNA-Sequenzen Varianten des Tragerproteins oder der 
Tragerproteine codieren. 

11. Verfahren nach Anspruch 8, wobei die Anzucht des 
Bakteriums in Schritt (c) unter Bedingungen erfolgt, 
bei denen die das Fusionsprotein bzw. die die 
Fusiosproteine codierende DNA-Sequenz mutiert wird, 
so daB die Bakterien der erhaltenen Kultur Varianten 
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dcs Fusionsproteins oder der Fusionsproteine auf 
ihrer Oberflache prasentieren. 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 8 bis 11, wobei 
das in Fusionsprotein enthaltene Tragerprotein das 
IgaB-Protein enthalt oder ein Fragment davon, das die 
Sezernierung des Fusionsproteins ermoglicht. 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 8 bis 12, wobei 
das Protein mit einer Affinitat fiir einen Bindungs- 
partner ein Antikorper oder eine Antigen-bindende 
Domane eines Antikorpers, ein Antigen, ein Protein 
mit enzymatischer Aktivitat, ein Inhibitor, ein Re- 
zeptor, ein Ligand oder ein Nucleinsaure-bindendes 
Protein ist. 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 8 bis 13, wobei 
die Bakterien, die das gewiinschte Fusionsprotein auf 
ihrer Oberflache prasentieren, isoliert werden durch 
Interaktion mit dem an eine Matrix gebundenen 
Bindungspartner des Passagierproteins, .-durch 
Interaktion mit einem f luoreszenz-markierten 
Bindungspartner oder durch Interaktion mit dem an 
Magnetpartikel gebundenen Bindungspartner des 
Passagierproteins . 

15. Gram-negatives Bakterium, das auf seiner Oberflache 
stabil mindestens ein Fusionsprotein prasentiert und 
die genetischen Merkmale fpt, ompT" und dsbA" 
aufweist . 

16. Bakterium nach Anspruch 15, wobei das in 
Fusionsprotein enthaltene Tragerprotein das IgaB- 
Protein enthalt oder ein Fragment davon, das die 
Sezernierung des Fusionsproteins ermoglicht. 
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Bakterium nach Anspruch 15 bis 16, wobei das 
Passagierprotein ein Protein mit einer Affinitat fiir 
einen Bindungspartner , ein Antikorper oder eine 
Antigen-bindende Doitiane eines Antikorpers, ein 
Antigen, ein Protein mit enzymatischer Aktivitat, ein 
Inhibitor, ein Rezeptor, ein Ligand oder ein 
Nucleinsaure-bindendes Protein ist. 

Verwendung von Bakterien nach einem der Anspriiche 15 
bis 17 fiir diagnostische Zwecke, zur Herstellung von 
Proteinen mit einer Affinitat fur einen Bin- 
dungspartner, zur Waschmittelherstellung, zur Er- 
schlieBung von Rohstoffen, zur Lebensmittelverar- 
beitung oder zum Abbau oder der Anreicherung von 
Schadstof fen. 
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